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INTRODUCCIÓN
Mediante la utilización de diversas téc-
nicas moleculares se ha demostrado de
manera convincente que las técnicas mi-
crobiológicas convencionales no son ca-
paces de proporcionar una visión real de
la diversidad microbiana de hábitats com-
plejos. En estos nichos, un gran número
de especies interactúan y compiten por
todo tipo de recursos. Muchos microorga-
nismos son difíciles de cultivar porque re-
quieren factores de crecimiento descono-
cidos o tienen relaciones de dependencia
con otros microbios o se encuentran en
un estado fisiológico no cultivable. En es-
tas condiciones las técnicas de cultivo clá-
sicas subestiman la diversidad, y muchas
veces ni siquiera son capaces de cuantifi-
car los grupos mayoritarios.
Con el fin de paliar estas limitaciones,
en los últimos tiempos se han desarrolla-
do técnicas microbiológicas moleculares
que no requieren del cultivo de los mi-
croorganismos para su detección y cuan-
tificación (Amann y col., 1995). Algunas
técnicas se utilizan para identificar y
cuantificar los componentes individuales,
mientras que otras sirven para tipificar
las poblaciones. Entre las primeras tene-
mos la construcción y análisis de genote-
cas de secuencias muy conservadas y la
hibridación in situ con sondas fluorescen-
tes. De las segundas las más importantes
son la hibridación cuantitativa de ADN o
ARN, la electroforesis en geles desnatu-
ralizantes, el análisis del polimorfismo
conformacional de la cadena sencilla o
su polimorfismo de restricción.
Excepto las técnicas de hibridación,
las demás requieren una amplificación
previa de los ácidos nucleicos (ADN o
ARN) por medio de la reacción en cade-
na de la polimerasa (“polymerase chain
reaction”, PCR). En la mayoría de los ca-
sos las secuencias diana son los genes
que codifican el ARNr 16S, muy conser-
vados en todos los organismos y cuyas
diferencias se relacionan con su distancia
evolutiva. La utilización de sondas y ce-
badores universales o grupo- o especie-
específicos permite dirigir el análisis ha-
cia los componentes mayoritarios o hacia
determinadas poblaciones específicas.
En los estudios microbiológicos más
actuales, la combinación de técnicas clá-
sicas y técnicas independientes de cultivo
están dando resultados sorprendentes,
tanto por el número como por los tipos
microbianos que se detectan, muchos de
los cuales no tienen representantes culti-
vados (Amann y col., 1995). En los últi-
mos años, los métodos se han comenza-
do a aplicar a las fermentaciones tradi-
cionales, puesto que con ellos es posible
identificar la microbiota que dirige los
procesos y estudiar la dinámica de po-
blaciones a lo largo de la elaboración y
maduración (Giraffa y Neviani, 2001).
Construcción y análisis de
genotecas del ARNr 16S
Las genotecas o bibliotecas génicas
son un conjunto de secuencias represen-
tativas de las que se encuentran en la
muestra original. Para su construcción se
aisla el ADN de todos los microorganis-
mos de un hábitat, se amplifica por PCR
y el producto se clona en un vector ade-
cuado. El análisis de la secuencia de los
clones y su comparación en las bases de
datos permiten conocer su identidad y
estimar sus relaciones filogenéticas.
Aparte de algunas consideraciones meto-
dológicas, la mayor limitación de esta
técnica es la gran cantidad de tiempo y
recursos que requiere, de forma que solo
se puede analizar un número limitado de
muestras.
La técnica se ha utilizado para identifi-
car los microorganismos implicados en la
fermentación del “pozol”, un producto
mejicano a base de harina de maíz en cu-
ya fermentación intervienen bacterias lác-
CTC 3
ticas (Escalante y col., 2001). Se ha aplica-
do también al estudio microbiológico de
la corteza de un queso francés de pasta
lavada elaborado con leche cruda, com-
parándolo con otro elaborado con leche
pasteurizada (Feurer y col., 2004). Al lado
de Streptococcus thermophilus y otras es-
pecies clásicas de corteza, en el queso
han aparecido microorganismos empa-
rentados con especies marinas como
componentes de la microbiota dominante.
Hibridación “in situ” con sondas
fluorescentes
La hibridación in situ con sondas fluo-
rescentes (“fluorescent in situ hybridiza-
tion”, FISH) se utiliza para la identifica-
ción y cuantificación de microorganismos
íntegros, sean viables o no. La técnica se
realiza diluyendo la muestra hasta obte-
ner microorganismos aislados que se in-
movilizan y se fijan. Las células se tratan
después con agentes que aumenten su
permeabilidad y, a continuación, se hibri-
da con las sondas oligonucleotídicas fluo-
rescentes. Por último, la detección y
cuantificación de las células se realiza
por medio de microscopía. Además de
sondas, se pueden emplear distintos co-
lorantes con los que se puede determinar
la viabilidad de los microorganismos.
De forma reciente, se ha desarrollado
un método de FISH para su aplicación so-
bre matrices frágiles como el queso (Er-
colini y col., 2002). Desde el punto de vis-
ta metodológico la técnica es sencilla y el
recuento celular puede automatizarse por
medio de citometría de flujo, lo que per-
mite mayor rapidez en la cuantificación y
la posibilidad de analizar un gran núme-
ro de muestras (Bunthof y col., 2001).
Hibridación cuantitativa de ADN
o ARN
Esta técnica es útil para medir la can-
tidad de un ADN o ARN concreto en rela-
ción a la cantidad de total. Para ello, se
precisa el aislamiento del ADN o ARN de
la muestra, la unión de éstos a una mem-
brana y la hibridación subsiguiente con
una sonda marcada. La abundancia rela-
tiva de un ADN o ARN no refleja con
exactitud la abundancia de un microorga-
nismo. En el caso del ARNr, es claro que
el número de ribosomas es diferente en
distintas especies y cambia a lo largo del
crecimiento. Su estimación, sin embargo,
puede ser una medida razonable de la ac-
tividad fisiológica de una población.
La cuantificación de ARNr se ha utili-
zado en el estudio polifásico de la fer-
mentación del “pozol” (Ampe y col., 1999).
Con ella se demostró que las bacterias lác-
ticas constituían la flora activa mayoritaria
y que los lactobacilos eran responsables
de más del 50% de la actividad.
Electroforesis en gradientes
desnaturalizantes
El método de electroforesis en gra-
diente químico desnaturalizante (“dena-
turing gradient gel electrophoresis”, DG-
GE), y su pariente la electroforesis en ge-
les de gradiente de temperatura (“tempe-
rature gradient gel electrophoresis” o TG-
GE), se emplearon originalmente para
detectar mutaciones puntuales en genes
humanos responsables de diversas enfer-
medades (Fischer y Lerman, 1983). La
técnica se basa en la separación de am-
plicones de ADN en un gel desnaturali-
zante. La desnaturalización progresiva
durante la electroforesis depende de la
secuencia, permitiendo diferenciar frag-
mentos de igual tamaño. Los oligonucle-
ótidos para DGGE/TGGE contienen en
uno de sus extremos una secuencia “GC”
de unas 50 bases, denominada pinza GC,
cuya función es impedir la desnaturaliza-
ción completa y la aparición de hebras de
ADN de cadena sencilla. Como molde se
puede utilizar tanto ADN como ARN, con
lo que podemos obtener información del
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número de microorganismos y de su es-
tado metabólico. Las bandas se identifi-
can por comparación con las que gene-
ran cepas patrón, o se purifican de los
geles, se reamplifican y se secuencian.
En un trabajo pionero, la técnica de
DGGE se aplicó a la caracterización mi-
crobiológica y al estudio de la dinámica
de poblaciones del “pozol” (Ampe y col.,
1999). En resultado más sorprendente
fue la identificación de bandas de ADN
relacionadas con la especie Streptococcus
bovis, las cuales representaban entre el
25 y el 50% de los microorganismos. Al
lado de estas bacterias, aparecían cepas
de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
fermentum y diversas especies de Leuco-
nostoc. Al final del trabajo, los autores
proponían la utilización de la técnica pa-
ra la caracterización de otras fermenta-
ciones tradicionales, incluyendo la leche
y los productos lácteos.
La respuesta a esta sugerencia fue tan
explosiva que, en la actualidad, las técni-
cas de DGGE y TGGE se utilizan de forma
corriente para el estudio de muchos pro-
ductos lácteos (Coppola y col., 2001; Erco-
lini y col., 2001; Cocolin y col., 2002;
Ogier y col., 2002; Fasoli y col., 2003;
Temmerman y col., 2003; Cocolin y col.,
2004; Lafarge y col., 2004). En uno de los
trabajos más completos, Randazzo y cola-
boradores estudiaron mediante DGGE la
dinámica de poblaciones en el queso Sici-
liano artesanal (Randazzo y col., 2002).
Estos autores constataron cómo los micro-
organismos dominantes en la leche cruda
(Leuconostoc spp., Lactococcus spp. y Ma-
crococcus caseolyticus) eran desplazados
durante la fermentación por las especies
dominantes en el queso maduro (Strepto-
coccus thermophilus, Lactobacillus del-
brueckii y Lactobacillus fermentum). Men-
ción especial merece también el estudio
de la evolución y estructura de la comuni-
dades bacterianas en el queso azul Stilton
(Ercolini y col., 2003). En este caso, la uti-
lización combinada de las técnicas de DG-
GE y FISH permitieron determinar la com-
posición de las poblaciones más numero-
sas, así como su distribución temporal (a
lo largo de la maduración) y espacial (en
las distintas secciones del queso).
Polimorfismo conformacional de
la cadena sencilla
El estudio del polimorfismo conforma-
cional de la cadena sencilla (“single-
strand conformation polymorphism”
SSCP) se basa en la separación por elec-
troforesis de capilaridad de distintos am-
plicones de DNA previamente desnatura-
lizados. Después de una desnaturaliza-
ción con un agente químico (formamida),
la muestra se renaturaliza bruscamente,
permitiendo la formación de estructuras
secundarias en las hebras de ADN de ca-
dena sencilla. La electroforesis se realiza
a bajas temperaturas y en condiciones no
desnaturalizantes para mantener las
uniones intracatenarias. En estas condi-
ciones, la migración de las bandas de-
pende de su conformación, determinada
a su vez por la secuencia.
La SSCP se ha utilizado en la caracte-
rización microbiológica del queso francés
con denominación de origen Salers y en
el estudio de su evolución durante la ma-
duración (Duthoit y col., 2003). Se em-
pleó también en el estudio de la corteza
del queso de pasta lavada francés ya
mencionado (Feurer y col., 2004).
Polimorfismo de restricción del
extremo amplificado de un gen
Esta técnica, denominada con las si-
glas T-RFLP (“terminal-restricción frag-
ment length polymorphism”), se basa en
la digestión por endonucleasas de restric-
ción de los amplicones obtenidos con
una o dos sondas fluorescentes. Los pro-
ductos de la digestión se separan en ge-
les o en sistemas de capilaridad acopla-
dos a detectores láser. El patrón de T-
RFLP define el número de unidades ta-
xonómicas de una muestra compleja, ya
que es específico para cada tipo micro-
biano (Moeseneder y col., 1999).
Esta técnica no se ha aplicado todavía
en Microbiología de Alimentos, aunque sí
una variante denominada LH-PCR
(“length heterogeneity-PCR”). A diferen-
cia de la anterior, la LH-PCR se basa en la
separación de fragmentos según la longi-
tud de amplificación y no el perfil de res-
tricción. La metodología se utilizó para el
estudio de la evolución bacteriana en el
fermento de suero del queso Grana Pa-
dano (Lazzi y col., 2004).
El queso de Cabrales
El queso de Cabrales es el producto
estrella de los quesos asturianos y uno
de los pocos quesos españoles tradicio-
FIGURA 2
Per files de DGGE de la región V3 del ARNr 16s de
bacterias lácticas aisladas del queso de Cabrales en
medios selectivos y diferenciales. Líneas: 1, Lacto-
bacillus paraplantarum; 2, Lactobacillus plantarum;
3, Leuconostoc citreum; 4, Leuconostoc mesente-
roides; 5, Enterococcus faecium; 6, Enterococcus
durans; 7, Lactobacillus brevis; 8, Leuconostoc lac-
tis; 9, Leuconostoc pseudomesenteroides; 10,
Enterococcus faecalis; 11, Lactobacillus farciminis;
12, Lactococcus lactis; 13, Lactobacillus casei; 14,
Lactobacillus paracasei.
FIGURA 1: ENUMERACIÓN Y EVOLUCIÓN DE POBLACIONES MICROBIANAS
MAYORITARIAS E INDICADORAS A LO LARGO DE LA ELABORACIÓN Y
MADURACIÓN DEL QUESO DE CABRALES.
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nales enmohecidos en su interior. Su ca-
racterística más distintiva es el creci-
miento en la masa de Penicillium roque-
forti, moho responsable de gran parte de
las cualidades sensoriales del queso. El
Cabrales cuenta con Denominación de
Origen Protegida desde el año 1981.
Desde el punto de vista de su microbio-
logía, el queso de Cabrales es, como
otros quesos elaborados con leche cruda,
un hábitat complejo en el que numerosas
poblaciones microbianas (eucariotas y
procariotas) interaccionan y evolucionan
a lo largo de la elaboración y madura-
ción (Núñez, 1978; Marcos y col., 1985;
Flórez y col., 2004).
Microbiología del queso de
Cabrales mediante PCR-DGGE
El trabajo se inició con un estudio mi-
crobiológico convencional de cuatro fa-
bricaciones artesanales de dos elaborado-
res diferentes y en distintas épocas del
año (con muestras de leche, cuajada y
quesos de 3, 7, 15, 30, 60 y 90 días) (Fló-
rez y col., 2004). En la Figura 1 se repre-
sentan los recuentos de totales y diversas
poblaciones indicadoras a lo largo de la
elaboración y maduración de una de las
elaboraciones. En todos los casos, las bac-
terias lácticas fueron mayoritarias, siendo
los lactococos la población dominante y
los lactobacilos la segunda en importan-
cia. Los mohos y levaduras parten de ni-
veles iniciales bajos pero llegan a conver-
tirse, entre los 30 y 60 días, en una de las
poblaciones más numerosas. Colonias
aisladas de las placas de bacterias lácticas
y mohos y levaduras se identificaron por
métodos fenotípicos y genéticos.
De cada una de estas muestras se ais-
ló ADN microbiano total que se utilizó co-
mo molde en reacciones de PCR utilizan-
do cebadores universales que amplifican
la región variable V3 del gen que codifi-
ca el ARNr 16S de las bacterias (oligos
F357-GC, R518) (Oigier y col., 2002) o el
dominio D1 de los eucariotas (oligos
NL1-GC, LS2) (Cocolin y col., 2002). Los
amplicones se separaron posteriormente
mediante DGGE a 60ºC en geles de polia-
crilamida en un aparato DCode (Bio-Rad).
Las bandas se visualizan en transilumi-
nador tras tinción con bromuro de etidio.
Las especies clasificadas durante la ca-
racterización se utilizaron para optimizar
las condiciones de amplificación y de DG-
GE (Figura 2), sirviéndonos de control en
las fases siguientes. El perfil de las mues-
tras se comparó con el de las cepas pa-
trón. Además, para asegurar la identidad
de las bandas, muchas se aislaron del gel
y se secuenciaron.
Los perfiles de DGGE mostraron, como
los recuentos, grandes diferencias entre
las muestras y entre productores, indican-
do una composición y evolución micro-
biana distintas cada vez. En la Figura 3A
se presentan, a modo de ilustración, los
resultados de DGGE de una elaboración.
La banda mayoritaria, corresponde a Lac-
tococcus lactis, mayoritario también en los
cultivos. Acompañando a esta especie
aparecieron ocasionalmente bandas de
microorganismos relacionados, como
Lactococcus raffinolactis, Lactococcus gar-
viae, que no se habían detectado nunca
en las placas de recuento. En menor pro-
porción, se detectó la banda de Lactobaci-
llus plantarum, el lactobacilo cultivable
mayoritario. Hacia el final de la madura-
ción, detectamos, en algunas muestras,
una banda tenue relacionada con Lacto-
bacillus casei. La mayor variedad de ban-
das, sin embargo, se obtenía en las mues-
tras de leche y cuajada, lo que sugiere
que no todos los tipos presentes en la le-
che son capaces de crecer en el queso. En
todas las muestras de una elaboración se
detectó una banda de Streptococcus pa-
rauberis, especie relacionada con los en-
terococos.El proceso de DGGE se realizó
también utilizando cebadores universales
específicos para eucariotas. Los perfiles
de bandas de cada elaboración fueron
también distintos, como ocurría con los
perfiles bacterianos. A modo de ejemplo,
en la Figura 3B se incluyen los resultados
de una elaboración. Los resultados de la
DGGE concordaron bien con los obteni-
dos en la tipificación tradicional. Las ban-
das dominantes presentaban secuencias
idénticas a las de las levaduras Kluyve-
romyces lactis y Debaryomyces hansenii,
mayoritarias a su vez entre los aislados.
Las secuencias de Geotrichum candidum
aumentan en todas las muestras confor-
me la maduración progresa, al igual que
las de Penicillium roqueforti, mayoritarias
a partir de los 15 días.
CONCLUSIÓN
La incapacidad de las técnicas micro-
biológicas de cultivo para dar una visión
FIGURA 3
Per files de DGGE de la región V3 del ARNr 16s de
la flora bacteriana (A) y eucariota (B) mayori tarias
de una elaboración de queso de Cabrales. Líneas:
1-8, muestras de leche, cuajada y queso de 3, 7,
15, 30, 60, 90 días. Bandas en panel A: a, uncultu-
red lactococci; b, Lactobacillus plantarum/Lactoba-
cillus paraplantarum; c, Lactococcus raffinolactis;
d, banda que no reamplifica; e, Streptococcus
parauberis; f, Lactococcus lactis; g, Lactobacills
kefiri; h, Lactobacillus buchneri/Lactobacillus para-
buchneri; i, Bifidobacterium psychroaerophilum.
Bandas en panel B: a, Geotrichum candidum; b,
Debaryomyces hansenii; c, Kluyveromyces lac-
tis/K. marxianus; d, Penicillium roqueforti; e, Penici-
llium chrysogenum/P. griseofulvum.
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real del número y los tipos microbianos
en determinados hábitats, ha conducido
al desarrollo de técnicas microbiológicas
de detección y cuantificación que no re-
quieren cultivo previo. En la actualidad,
se dispone de una gran cantidad de téc-
nicas microbiológicas moleculares para la
caracterización de los procesos y los pro-
ductos fermentados que no precisan del
aislamiento de los microorganismos.
Nuestro Grupo ha utilizado la PCR-DGGE
para complementar el estudio microbio-
lógico convencional del queso de Cabra-
les; el queso azul tradicional español más
conocido y de mayor producción. Por me-
dio de esta técnica, detectamos especies
de lactococos y otros tipos bacterianos
que nunca se habían recuperado de las
placas de recuento, con lo que queda de-
mostrada su utilidad. La detección espe-
cífica de una especie microbiana dada se
realiza a concentraciones celulares supe-
riores a las 106 ufc por gramo de muestra.
La DGGE es una técnica cultivo-indepen-
diente, útil y versátil que puede adaptar-
se de forma sencilla al estudio de los que-
sos y otras fermentaciones tradicionales.
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CENTRO DEL CSIC: Instituto de Productos
Lácteos de Asturias (IPLA).
Nombre Investigador: Baltasar Mayo.
E-mail: baltasar.mayo@ipla.csic.es
Objetivos:
Hemos dedicado mucho tiempo y esfuer-
zos a la tipificación de algunos de los
quesos tradicionales asturianos y al estu-
dio de distintos tipos de las bacterias lácti-
cas más representativas (lactococos y lac-
tobacilos), con el fin de diseñar fermentos
específicos que reduzcan los accidentes
tecnológicos y mejoren su calidad organo-
léptica y su salubridad. En particular,
nuestro Grupo ha participado en el estu-
dio de los quesos de Peñamellera y Ca-
brales. En estos momentos estamos tra-
tando de transferir al sector productivo los
conocimientos que hemos ido acumulado
a lo largo de estos años.
Desde hace un tiempo, nos interesa tam-
bién la microbiología intestinal y las rela-
ciones que existen entre microorganismos
y salud. Puesto que las bacterias lácticas (y
en particular bifidobacterias y lactobacilos)
se cree que juegan un papel importante en
el equilibrio microbiano intestinal, hemos
aislado un numeroso grupo de cepas en las
que caracterizamos sus propiedades de
probiosis más importantes. El objetivo final
es disponer de bacterias lácticas que pue-
dan utilizarse para restablecer o prolongar
el estado de salud.
Tendencias de investigación:
• Tipificación microbiológica y bioquímicas
de quesos tradicionales.
• Caracterización fisiológica y genética de
bacterias lácticas.
• Diseño de cultivos iniciadores específicos.
• Microbiología gastrointestinal humana.
• Estudio de la poblaciones mayoritarias y
de bacterias lácticas en personas sanas y
enfermas.
• Selección de cepas probióticas y caracteri-
zación de sus propiedades funcionales.
